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利用 三 种 分 子 标记 研究 缘 毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 地 位 


HAS, Жел2, AB, Wes 
(1. 中 国 科学 院 水 生生 物 研 究 所 ， 湖北 武汉 430072; 2. 武汉 大 学 生命 科学 院 ， 武 汉 430072) 


摘要 : 为 了 探讨 缘 毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 地 位 ， 利 用 RAPD 方法 得 到 了 9 种 缘 毛 类 纤毛 虫 、1 种 四 膜 虫 和 
1 种 喇叭 虫 的 3 个 随机 引物 的 电泳 带 谱 ; 测定 了 7 种 缘 毛 类 纤毛 虫 rRNA 基因 中 的 间隔 区 1 (TTS1) 和 小 亚 基 核 
糖 体 核糖 核酸 (SSrRNA) 基因 序列 ， 并 构建 了 相应 的 系统 树 。 在 比较 和 分 析 RAPD、ITS1 和 SSrRNA 基因 序列 
在 缘 毛 类 纤毛 虫 系 统 发 育 研究 中 的 适用 范围 的 基础 上 ， 以 SSrRNA 基因 序列 为 分 子 标记 研究 了 缘 毛 类 纤毛 虫 系 
统 发 育 地 位 ， 结 果 表 明 : 外 缘 毛 亚 纲 是 单 系 的 ， 作 为 赛 膜 纲 中 一 个 亚 纲 的 分 类 地 位 是 合理 的 ; Оа 6266 
可 能 是 赛 膜 纲 中 较 高 等 的 一 个 类 群 。 
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Phylogenetic Position of Peritrichs Based on 
Tree Kinds of Molecular Markers 


MIAO Wei!, ZHANG Xi-yuan?, YU Yu-he!, SHEN Yun-fen! 
(1. Instüute of Hydrobiology , the Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, Сыла; 
2. School of Life Science, Wuhan University, Wuhan 430072, China) 


Abstract: Using the method of random amplified роіутогрһіс DNA (RAPD) and three primers, we got the se- 
quences of the first internal transcribed spacer region (ITS1) and a small subunit of rRNA (SSrRNA), and then con- 
structed phylogenetic trees of some genera/species in peritrichs. А comparison of the tree structures showed that SSrRNA 
was more reliable marker for analyzing the phylogenetic position of peritrichs within Ciliophora. The phylogenetic tree 
based on the SSrDNA sequence strongly supported the monophyly of the subclass Peritrichia, or its subclass rank is rea- 
sonable. In addition, there are some evidences showing that peritrichs are a higher group in Oligohymenophoreans . 


Key words: Random amplified polymorphic DNA; First internal transcribed spacer region; Small subunit rRNA; 
Phylogeny 


从 van Leeuwenhoek (1674) 最 早 在 自制 显微镜 
下 观察 到 钟 虫 (Vorticella sp.)， 到 人 们 对 上 千 种 缘 
毛 类 纤毛 虫 (peritrichs) 的 形态 分 类 、 生 理 生 态 和 
遗传 基因 的 深入 研究 (Ғаше-Егетін, 1976; Puy- 
torac et al, 1984; Yasushige et al, 1999), 缘 毛 类 
纤毛 虫 系 统 发 育 学 的 研究 历史 经 历 了 若干 阶段 
(Corliss, 1974; Greenwood et al, 1991), НЕ, £X 
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毛 类 纤毛 虫 在 纤毛 门 中 的 系统 发 育 地 位 以 及 与 各 科 
属 种 间 的 系统 发 育 关 系 等 问题 一 直 存 在 争论 。 在 发 
现 阶段 (1880 ~ 1930 年 )， 由 于 其 旋转 的 口 部 纤毛 
和 退化 的 体 纤毛 与 旋 毛 类 纤毛 虫 (spirotrichs) 类 
似 ， 因 而 认为 缘 毛 类 纤毛 虫 和 旋 毛 类 纤毛 虫 间 有 着 
较 近 的 亲缘 关系 。 在 探索 阶段 (1930 ~ 1950 年 )， 
随 着 旋 毛 类 纤毛 虫 的 不 断 发 现 和 研究 ，Kahl 
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(1933) 将 其 作为 组 成 纤毛 虫 的 4 个 目 之 一 ( 男 3 
个 目 分 别 是 Holotricha, Spirotricha 和 Chonotricha ) 。 
在 表 膜 下 纤毛 系 阶段 (1950 ~ 1970 年 ) 和 超 微 结 
构 阶 段 (1970 ~ 1985 年 )， 对 缘 毛 类 纤毛 虫 表 膜 下 
纤毛 系 和 口 器 的 超 微 结 构 分 析 显 示 ， 缘 毛 类 纤毛 虫 
ЕЈ НЯ 29d rp E П 26 (hymenostomes ) 和 盾 纤 类 
(scuticociliates) 纤毛 虫 十 分 相似 ， 但 是 由 于 其 独特 
的 生活 史 及 丰富 的 多 样 性 ，Corliss (1968) 将 其 归 
ХЭ RE 44 Oligohymenophorea， 并 提升 为 一 个 亚 纲 。 
尽管 Corliss 关于 缘 毛 类 纤毛 虫 隶属 寡 膜 岗 的 分 类 地 
位 一 直 沿 用 至 今 ， 但 仍 存 有 许多 反对 意见 (Finley, 
1974; Puytorac et ai，1984) 。 在 分 子 系统 发 育 阶段 
(1985 年 至 今 ) ， 在 我 们 的 工作 开展 以 前 ， 关 于 缘 
毛 类 的 分 子 系统 发 育 学 研究 仅 限于 Opisthonecta 
henneguyi 的 SSrRNA 基因 序列 的 测定 ，Greenwood 
et аі (1991) 以 此 为 分 子 标记 ,分 析 得 出 
О . henneguyi 与 篮 口 纲 (Nassophorea) 纤毛 虫 的 遗 
传 距离 小 于 0 . henneguyi 与 蹇 膜 纲 中 膜 口 类 的 遗传 
距离 ， 据 此 建议 提升 缘 毛 类 纤毛 虫 的 分 类 地 位 。 由 
不 具有 缘 毛 类 的 代表 性 ， 因 而 获得 更 多 的 ， 尤 其 是 
群体 的 和 有 过 的 种 类 的 分 子 信 息 ， 将 有 助 于 阐明 缘 
毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 问 题 。 尽 管 Мао et al 
(2001Ь, 2002) 以 5 种 累 枝 虫 的 SSrRNA 和 ITS1 JF 
列 对 缘 毛 类 和 累 枝 虫 的 系统 发 育 问题 作 了 探讨 ， 但 
还 不 全 面 。 因 此 ,我 们 利用 RAPD 方法 和 rRNA 基 
因 中 的 间隔 区 1 (ITS1) 和 SSrRNA 基因 序列 进行 
分 析 ， 对 10 余 种 缘 毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 关 系 进 
行 研究 ， 旨 在 选取 适当 的 分 子 标记 来 阐述 和 解决 缘 
毛 类 纤毛 虫 的 系统 发 育 问 题 。 


1 材料 与 方法 


11 纤毛 虫 种 类 采集 、 分 离 和 DNA 提取 

SO dUBE UE d S ЛК ЖЖ ( Epistylis 
wenrichi Uyemura, 1938). XR ESTER ( Epistylis urce- 
ойша Stiller, 1933), = #09 ( Epistylis chryse- 
mydis). Ж Hi" ( Epistylis plicatilis Ehrenberg, 
1838). ЕК ERE d, ( Ерізуйѕ hentscheli Каһ, 
1935) ЖЖЖ XE ( Epistylis galea. Ehrenberg, 
1831); 累 枝 虫 科 聚 钟 虫 属 的 企 状 聚 钟 虫 〈Caom- 
рапейа umbellaria Linné, 1767); 钟 虫 科 钟 虫 属 的 
钟 形 钟 虫 (Vorticella сатрапша Ehrenberg, 1839); 
钟 虫 科 独 缩 虫 属 的 蚁 状 独 缩 虫 ( Carchesium polyp- 


inum Linne, 1785); 聚 缩 虫 科 聚 缩 虫 属 的 树 状 聚 缩 
JR (Zoothamnium arbuscula Ehrenberg, 1839); # 
居 虫 科 鞘 居 虫 属 的 透明 鞘 居 虫 〈Toginicolae сгуз- 
talline Ehrenberg, 1830); ЕЖ ЕЕЕ 
摆 睫 纤 虫 (Ophrydium versatile Ehrenberg, 1830); 
盖 虫 科 盖 虫 属 的 微 盘 盖 虫 (Opercularia microdiscum 
Fauré-Fremiet, 1904) 共 13 种 缘 毛 类 纤毛 虫 ， 及 旋 
毛 纲 (Spirotrichea) 异 毛 目 (Hetreotrichida) 的 多 
态 喇叭 虫 (Stentor polymorphus Müller, 1786) 均 采 
自 武 汉 东 湖 。 上 海 四 膜 虫 (Tetrchymena shang- 
haienisis) 和 嗜 热 四 膜 虫 (Tetrahymena thermophila ) 
均 为 北京 大 学 生命 科学 学 院 惠 赠 。 

样品 依据 Kahl (1933) 和 Foissner et al (1992) 
的 资料 进行 鉴定 。 分 离 方法 参照 Miao et al (2001a) 
的 方法 进行 。 对 于 每 个 种 类 ， 至 少 收集 100 个 个 体 
(zooid)。 用 灭 菌 双 蒸 水 洗 几 遍 后 ， 置 于 裂解 液 
(100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L Tris pH 7.8, 10 
mmol/L EDTA, 0.296 SDS, 0.2 mg/mL proteinase 
К) 中 ，55 C Fi Er 12 ~ 20 h 后 待 提 DNA，, 或 于 4 
СК 

样品 经 裂解 后 ， 用 酚 / 毛 仿 (Phenol/Chloro- 
form) 法 抽 提 大 核 DNA (Sambrook et al, 1989), 
并 溶 于 灭 菌 双 蒸 水 中 ，4 СИН. 
1.2 RAPD 分 析 及 聚 类 分 析 

采用 3 个 随机 引物 (Орп-6: 57-САСАСССА- 
CA-3'; Орп-7: 5-САССССАСАС-3%; Орп-15: 5°- 
CAGCGACTGT-3') 对 9 种 缘 毛 类 纤毛 虫 、 上 海 四 
膜 虫 和 多 态 喇叭 虫 ( 表 1) 进行 RAPD Это PCR 
反应 体积 为 25 JiL， 反 应 条 件 为 94% 40s, 37 C 1 
min, 72 © 1.5 min， 共 35 个 循环 。 反 应 前 94 СЙ 
变性 4 min， 反 应 后 72 “С ЕҢ 10 min 

扩 增 产物 用 1.59 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 。 多 
态 DNA 片段 的 有 无 分 别 用 数字 “1” 或 “0” 表 示 ， 
将 数据 输入 计算 机 ， 利 用 软件 RAPDistance [ version 
1.04 (Apostol，1993)] 构建 系统 发 育 树 。 
1.3 rDNA 序列 分 析 结果 的 聚 类 分 析 
1.3.1 18 S-ITS1-5.8 S 序列 的 扩 增 和 测定 ”利用 
特异 性 引物 ( 正 向 引物 : 5-СТГ ССС СТТ САА 
ССА ССА АТТ C-3’; 反 向 引物 : 5'-CGC АТТ ТСС 
СТС ССТ TCT TC-3' (Benjamin & Robert, 1997), 
分 别 对 应 于 18 S rDNA f 5° Я 5.8 S rDNA 的 3 
保守 序列 ) 扩 增 到 7 种 缘 毛 类 纤毛 虫 的 18 S-ITSI- 
5.8 S$ 序 列 ( 表 1)。PCR 反 应 体积 为 25 ш, 
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#1 用 于 RAPD 分 析 和 rDNA 序列 建树 的 纤毛 虫 情况 
Table 1 Introduction of ciliates used to RAPD analyze and construct phylogenetic trees inferred from rDNA sequences 








分 类 地 位 物种 RAPD 序列 长 度 RE 文献 
сасе position Spem 分 析 Sequence length (bp) Accession number Reference 
18 S-ITS1-5.8 S. SSrRNA 18 S-ITSI-5.8 5 SSrRNA 
Litostomatea Spathidium amphoriforme - AF223570 Peer et al, unpubl. 
Diplodinium dentatum - U57764 Wright & Lynn, 
1997 
Spirotrichea Stylonychia pustulata - X03947 Sogin et аі, 1986 
Stentor polymorphus * AF429901 Miao et al, 2001b 
Nyctotherus cordiformis - AJ009575 Hoek et al, 
unpubl. 
Onychodromus grandis - AJ286801 Jacob et al, 
unpubl. 
Karyorelictea Loxodes striatus - U24248 Hammerschmidt et 
al, 1996 
Oligohymenophorea Mesanophrys chesapeaken - - AF107778 Goggin, unpubl. 
Seuticociliatia sis 
Anophryoides haemophila - AF107779 U51554 Карап et аі, 1996; 
Goggin, unpubl. 
Cyclidium plouneouri - U27816 Embley et al, 1995 
Cohnilembus verminus - 222878 Dyal et al, unpubl. 
Peniculia Paramecium bursaria - AF100314 Strüder-Kypke et 
al, 2000 
P . calkinsi - AF100310 Strüder-Kypke et 
al, 2000 
Frontonia vernalis - U97110 Hirt et al, unpubl. 
Р. duboscqui - AF217655 Strüder-Kypke et 
al, 2000 
Hymenostomatia Ichthyophthirius multifiiis - U17354 Wright & Lynn, 
1995 
Colpidium campylum - X56532 Greenwood et al, 
1991 
Tetrahymena australis - X56167 Sogin et аі, 1986 
T . corlissi U17356 Wright & Lynn, 
1995 
T . farleyi - AF184665 Lynn et аі, 2000 
T . shanghaienisis + 417 AF429898 Мізо et al, 2001b 
T . thermophila П - 414 AF429899 Miao et al, 2001b 
Peritrichia Epistylis chrysemydis * 383 1727 AF429887 AF335514 Miao et al, 2001b, 
Epistylis 2002 
E . galea + 394 1746 AF429888 AF401527 Мізо et al, 2002; 
本 文 
E . hentscheli + 385 1729 AF429889 AF335513 Miao et al, 2001b, 
2002 
E . plicatilis + 381 1725 AF429890 AF335517 Miao et al, 2001b, 
2002 
E . urceolata + 385 1746 AF429891 AF335516 Miao et al, 2001b, 
2002 
E . wenrichi + 385 1723 AF429892 AF335515 Miao et al, 2001b, 
2002 
Opercularia Opercularia microdiscum Е 391 1743 АЕ429893 AF401525 ЖЖ 
Ophrydium Ophrydium versatile ық 385 1727 АЕ429394 AF401526 ЖХ 
Opisthonecta Opisthonecta henneguyi - X565311 Greenwood et al , 
1991 
Сатралейа Сатралейа umbellaria + 394 1690 АЕ429885 АЕ401524 ЖХ 
Carchesium Carchesium polypinum * 383 1729 AF429886 AF401522 ЖХ 
Vaginicola Vaginicola crystallina - 393 1728 АЕ429895 AF401521 ЖЖ 
Vorticella Vorticella campanula + 409 1733 AF429896 AF335518 本 文 ; Miao et al, 
2001b 
V. convallaria 一 АҒ070700 Williams, unpubl. 
У. microstoma - AF070701 Williams, unpubl. 
Zoothamnium Zoothamnium arbuscula - 378 1728  AF429897 AF401523 ЖХ 


+: 表示 本 文中 进行 了 RAPD 分 析 ; - : 则 表示 未 进行 ; 黑体 表示 本 文 所 获 新 序列 。 
-: по RAPD analysis; bolds show the new sequences numbers in this study . 


+: RAPD analysis; 
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条 件 为 94% 1 тіп, 50% 0.5Smin，72% 1.5 min, 
Ж 35 个 循环 。 反 应 前 94 СЛР Е 10 min， 反 应 后 
72 *C SE fff 10 тіп, РСК 产物 用 Glassmilk (Biostar) 
纯化 回收 ， 连 接 到 T-Vector (Promega) 上 ， 再 转化 
到 Ecol .Topl0F: 中 ， 每 个 样品 选取 2 ~ 3 个 克隆 用 
于 测序 。 测 序 在 自动 测序 仪 (Applied Biosystems 
377 Stretch) 上 完成 。 

1.3.2 SSrRNA 基因 序列 的 扩 增 和 测定 ”由 于 小 亚 
基 核 糖 体 核糖 核酸 (SSrRNA) 基因 序列 约 有 1 800 
bp， 为 了 便于 测序 ， 我 们 设计 出 2 对 引物 〈 正 向 引 
物 : $9-AAC СТС СТІ САТ ССТ ССС AGT-3*， 反 向 
引物 : S'-AAT ТСА ССС ССА ТСС АСС ACC-3'; IE 
向 引物 : 5’-GAC АСТ САС АСС TGA AAT TCT-3', 
反 向 引物 : S'-TCC ТТС ТСС АСС ТТС АСС TAC-3’) 
(Elwood et al, 1985), ， 分 别 对 应 SSrRNA 基因 序列 
5' 3g 1 100 bp #1 3^ 端 900bp。 利 用 上 述 2 对 引物 扩 
增 得 到 7 种 缘 毛 类 纤毛 虫 ( 表 1) 的 SSrRNA 基因 
序列 〈 每 个 样品 均 用 2 对 引物 进行 扩 增 ， 最 后 根据 
2 段 序 列 重复 部 分 将 它们 拼接 成 完整 的 SSrRNA 基 
因 序列 )。 反 应 体系 、 反 应 程序 、PCR 产物 回收 、 
克隆 及 测序 均 与 ITS1 序列 的 扩 增 和 测定 相同 。 
13.3 ”分子 系 统 发 育 树 的 构建 ”用 软件 DNA- 
tools1.05 (Rasmussen, 2001) 和 MEGA version 2.1 


(Kumar et al, 2001) 进行 DNA 序列 排序 和 分 析 。 
在 对 SSrRNA 基因 序列 进行 排序 时 ， 参 照 SSrRNA 
分 子 的 二 级 结构 进行 人 工 调整 (Strüder-Kypke et al, 
2000; Wuyts et al，2001)。 为 了 保证 构 树 的 所 有 序 
列 的 长 度 保持 一 致 ， 同 时 为 了 处 理 不 确切 的 碱 基 
(一 般 位 于 序列 的 5 和 3 358), Ж 5° 和 3 端的 部 分 
序列 一 律 切除 不 予 考虑 。 排 序 中 的 gap 作为 缺失 处 
理 。 用 PHYLIP3.5 с (Felsenstein, 1993) 软件 构建 
Neighbor-joining (NJ) 树 : 先 用 ЗЕОВООТ 生成 100 
个 bootstrap 样本 ， 再 以 DNAdist 生成 遗传 距离 矩阵 
[其 中 Kimura 双 参 数 (Kimura 2-parameter ) 模型 使 
用 的 碱 基 转 换 : 颠 换 比 为 2.0]; 然后 用 NEIGHBOR 
构建 100 棵 距离 树 ， 最 后 用 CONSENSE 将 它们 合并 
为 一 棵 。 

用 TreeView (Page, 1996) 读 取 系统 发 育 树 文 
件 。 用 于 构建 系统 树 的 纤毛 虫 序列 情况 列 于 表 1。 


2 结果 与 分 析 


2.1 RAPD 电泳 结果 

3 个 随机 引物 共 扩 增 出 72 条 带 (图 1) 利用 
软件 RAPDistance 又 构建 了 这 11 种 纤毛 虫 的 系统 发 
育 树 (Тк) (图 2). Ta 中 ，9 种 缘 毛 类 纤毛 虫 并 未 
健在 一 起 ,而 是 分 为 2 部 分 :了 .campanula 和 C . poly- 





1 8 9 10 11 М 





图 1 9 种 缘 毛 类 纤毛 虫 、 上 海 四 膜 虫 和 多 态 喇叭 虫 Opn-15 引物 扩 增 产物 的 电泳 带 谱 
Fig.1 Electrophoretogram of nine species of peritrichs, Tetrahymena shanghaiensis апі Stentor polymorphrus" RAPD 


band patterns produced by the Opn-15 


M: Lambda DNA/EcoR І + Hind]; 1: Epistylis chrysemydis; 2: E.plicatilis; 3: E.wenrichi; 4: E.galea; 5: E.henischeli; б: 





E .urceolata 7: Сагеһезінт polypinum; 8: Campanella umbellaria ; 9: Vorticella campanula ; 10: Tetrahymena shanghaienisis; 11: 


Stentor polymorphus . 
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图 2 9 种 缘 毛 类 纤毛 虫 、 上 海 四 膜 虫 和 多 态 喇 叭 虫 的 
RAPD 系统 发 育 树 
Fig.2 Тһе phylogenetic tree of nine species of peritrichs, 
Tetrahymena shanghaiensis and Stentor polymorph- 
rus based on RAPD analyses 


pinum 与 旋 毛 网 的 多 态 喇 叭 虫 ( Stentor polymor- 
phus) 聚 在 一 起 ; 而 累 枝 虫 属 ( Epistylis ) 和 至 钟 
ІІБ ( СатрапеПа) 则 与 膜 口 亚 纲 (Hymenostoma- 
на) 膜 口 目 (Hymenostomatida) 的 上 海 四 膜 虫 聚 在 
一 起 ， 累 枝 虫 又 分 为 2 枝 ，E .hentscheli、E . galea 
与 Campanella umbellaria 共同 组 成 了 EE. urceolata . 
E . chrysemydis ,. E . wenrichi 入 .plicatilis 姊妹 枝 。 
2.2 18 S-ITS1-5.8 S rDNA 序列 

18 S-ITS1-5.8 5 rDNA 序列 的 长 度 及 登陆 序列 
号 列 于 表 1. 13 种 缘 毛 类 纤毛 虫 和 22 种 纤毛 虫 的 
ITS1 的 排序 列 于 图 3。 

选 作 外 群 的 S. polymorphus 属于 纤毛 门 (Cilio- 
phora) ЖЫНЫН. ЯН (H4) 和 SSrRNA 
分 子 系统 发 育 研 究 结果 显示 ， 异 毛 目 处 在 纤毛 门 系 
统 树 的 基部 ， 较 缘 毛 类 所 在 的 寡 膜 纲 原始 (Bern- 
hard & Schlegel, 1998; Peer & Wachter, 1997), 
Johnson (1990) 对 天 蓝 喇 叭 虫 ( Stentor coeruleus ) - 
Vu BS rb ILES B3 d ETE RS) LSrRNA 系统 发 育 关系 
进行 研究 表明 ， 喇 只 虫 处 在 比 四 腊 虫 和 草 履 虫 等 寡 
膜 纲 纤毛 虫 更 原始 的 地 位 ， 据 此 本 文 构建 的 NJ Ж 
统 发 育 树 列 于 图 4。 

在 根据 ITS1 rDNA 序列 构建 的 系统 发 育 树 
(Т) 中 (图 4)， 盾 纤 亚 纲 (Scuticociliatia) 并 未 与 
膜 口 亚 纲 以 及 13 种 缘 毛 类 纤毛 虫 聚 在 一 起 组 成 寡 
膜 岗 。 缘 毛 类 纤毛 虫 分 为 2 组 ， 一 组 由 5 种 累 枝 虫 
ЖЗА; 另 一 组 又 分 为 2 枝 ， 分别 由 Carch- 
esium polypinum 、 Ophrydium versatile 和 Vaginicola 





crystallina 及 Opercularia microdiscum、 Epistylis 


galea 、 Campanella umbellaria 和 Vorticella campanula 
组 成 。 系 统 发 育 树 中 除 个 别 节点 的 支持 率 高 于 
70% 外 ， 其 余 的 都 很 低 ， 平 均 仅 为 33%。 

2.3 SSrRNA 全 序列 

SSrRNA 基因 序列 的 长 度 及 登陆 序列 号 见 表 1。 
选择 纤毛 虫 中 很 原始 的 核 残 迹 纲 种 类 ( Loxodes 
striatus) 作为 外 群 ， 根 据 SSrRNA 基因 序列 构建 的 
31 种 纤毛 虫 的 NJ 系统 发 育 树 列 于 图 5。 

在 根据 SSrRNA 基因 序列 构建 的 系统 发 育 树 
(Т5) 中 ， 盾 纤 亚 纲 、 咽 膜 亚 纲 (Peniculia), BE 
亚 网 以 及 缘 毛 亚 网 各 自作 为 独立 分 枝 共同 组 成 了 寡 
膜 纲 。17 种 缘 毛 类 纤毛 虫 分 为 4 组 : 第 1 组 由 
Vorticella 、 Carchesium polypinum . Zoothamnium ar- 
buscula. Ophrydium versatile 和 Opisthonecta hen- 
neguyi 组 成 ; 第 2 组 包括 5 种 累 枝 虫 ; 第 3 组 只 有 
Vaginicola crystalline 1 ff; Epistylis galea、 Opercu- 
laria microdiscum 和 Campanella umbellaria 构成 了 第 
4 组 。 系 统 发 育 树 中 绝 大 多 数 节 点 的 支持 率 高 于 
95%. 

3 讨论 
31 三 种 分 子 标记 的 比较 

比较 3 种 分 子 标记 (RAPD、ITS1 和 SSrDNA 
序列 ) 分 别 构建 的 系统 发 育 树 (图 2、4 和 5) 发 
现 ，TR 中 只 有 E.wrceolata、E.wenrichi ЖЕ. chry- 
semydis [JJ 2S БІ T; #0 Ts 中 的 一 致 ， 而 在 亲缘 
关系 稍 远 的 种 类 间 的 聚 类 情况 则 与 Ti 和 Ts 的 相差 
甚 远 。 这 3 种 累 枝 虫 的 18 5 区 的 序列 (18 S-ITSI- 
5.85 rDNA 序列 中 约 230 bp 的 序列 ) 完全 一 致 ， 
在 ITS1 区 的 变异 位 点 也 不 超过 3 个 ， 可 见 它们 间 
的 亲缘 关系 很 近 (Miao et al，2002)。 说 明 RAPD 
方法 比较 适合 于 近 缘 种 间 、 种 内 系统 发 育 关系 的 分 
т. УК, Тк 中 缘 毛 类 纤毛 虫 的 两 部 分 分 别 与 腊 
口 亚 网 和 旋 毛 纲 的 种 类 聚 在 一 起 ， 这 样 的 结果 一 方 
面 说 明 RAPD 方法 不 适用 于 分 析 高 阶 元 间 系 统 发 育 
关系 ; 另 一 方面 又 说 明 RAPD 方法 构建 系统 树 的 可 
靠 性 是 建立 在 对 大 量 随 机 引物 (或 筛选 出 的 多 态 性 
很 强 的 引物 ) 的 扩 增 产物 进行 统计 分 析 的 基础 上 
的 ， 而 我 们 的 工作 未 经 筛选 只 使 用 了 3 个 随机 引物 
(纤毛 虫 ОМА 提取 十 分 困难 ， 回 收 率 低 ) ， 从 而 造 
成 Tr 的 可 靠 性 下 降 ， 聚 类 混乱 。 

将 T 同 Ts 中 绿 毛 类 纤毛 虫 的 聚 类 情况 进行 比 
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图 3 21 种 纤毛 虫 TTS1 rDNA 序列 比较 
Fig.3 Alignment of ITS1 rDNA sequences of 21 ciliates 
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图 4 利用 NJ 法 构建 的 21 种 纤毛 虫 的 ITS1 序列 系统 发 育 树 
Fig.4 The phylogenetic tree of 21 ciliates using NJ method inferred from ITS1 rDNA sequences 
各 分 支 上 的 数值 为 经 100 次 bootstrap 后 的 置信 度 值 ， 黑 体 标 出 的 种 类 为 本 文 所 测 新 序列 。 


The number at the nodes represent the bootstrap percentages of 100, species in bold are new sequences for this study. 


较 后 发 现 , 两 者 多 数 种 属 (如 5 种 累 枝 虫 、E . galea、 
Campanella umbellaria 和 Opercularia microdiscum ) 
的 拓扑 结构 一 致 ， 但 分 类 阶 元 较 高 《如 科 间 和 科 以 
上 ) 时 , Ti 与 Ts 的 结果 差异 较 大 ， 且 Ti 中 支持 率 
普遍 较 低 。 如 : 在 Ti У.сатралша 不 与 Ophry- 
dium. Carchesium ЖІ Zoothamnium 聚 在 一 起 ， 而 与 
Е .ваіеа. C.umbellaria 和 О .microdiscum 组 成 一 
个 内 单元 类 ; ЛАЗЕ А НЯН; 同 为 旋 
毛 纲 的 Sientor polymorphus、 Nyctotherus cordiformis 
和 Onychodromus quadricornutus 也 不 聚 在 一 起 ; 


2.ағбияша 等 的 聚 类 位 置 也 有 差异 。 而 造成 这 种 
结果 的 主要 原因 是 ITS1 序列 还 不 到 200 bp， 相 对 
于 SSrRNA 基因 序列 (27 1 800 bp) 来 说 信息 量 有 
限 ， 而 且 不 及 SSrRNA 基因 序列 保守 。 此 外 ， 在 亲 
缘 关 系 较 远 的 种 类 间 ，ITS1 序列 变异 很 大 。 如 : 
Tetrahymena shanghaienisis 和 Spathidium amphori- 
forme 的 ITS1 序列 间 碱 基 差 异 数 竞 达 99 个， 序列 
变异 度 达 58.6%。 加 之 ITS1 序列 不 像 SSrRNA Ж 
因 序 列 ， 在 排序 时 可 以 参照 SSrRNA 分 子 的 二 级 结 
构 进行 。 当 用 于 高 阶 元 间 系 统 发 育 关系 分 析 时 ,分 
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图 5 利用 NJ 法 构建 的 31 种 纤毛 虫 的 SSrRNA 序列 系统 发 育 树 
Fig.5 Тһе phylogenetic tree of 31 ciliates using NJ method inferred from SSrRNA sequences 
各 分 支 上 的 数值 和 黑体 标 出 的 种 类 同 图 4。 
The number at the noeles and species in bold are the same as those in Fig.4. 


办 率 降低 ， 聚 类 出 现 偏差 。 不 过 ， 我 们 可 以 利用 
ITS1 序列 在 各 科 属 间 较 大 的 变异 ， 寻 找 纤 毛虫 各 
自 的 特征 ITS1 序列 。 例 如 ， 对 缘 毛 类 纤毛 虫 ITS1 
序列 的 比较 (Ed 3)， 就 可 找 出 它们 的 特征 序列 
Gi 2)。 将 这 些 序列 作为 分 子 探 针 或 设计 成 特异 性 
的 引物 ， 不 仅 有 助 于 种 类 的 鉴定 ， 而 且 在 一 定 程 度 
上 为 群落 级 生物 监测 的 快捷 实用 提供 新 思路 。 
通过 对 Tg. T; 和 Ts 的 比较 ， 我 们 可 以 看 出 ， 


尽管 SSrRNA 基因 序列 很 保守 ， 但 是 它 拥 有 充足 信 
息 量 和 变异 位 点 ， 能 够 保障 在 分 析 低 阶 元 间 系 统 发 
育 关系 时 具有 足够 的 分 辩 率 ; 而 且 ， 在 用 于 高 阶 元 
间 系 统 发 育 关 系 分 析 时 ， 各 纲 和 亚 纲 也 能 很 好 地 聚 
类 ， 说 明 SSrRNA 基因 序列 是 目前 纤毛 虫 分 子 系统 
发 育 学 研究 中 最 可 靠 、 适 用 范围 较 广 的 分 子 标记 。 
因此 ， 我 们 可 以 根据 研究 对 象 和 研究 条 件 ， 以 及 3 
种 分 子 标记 的 优 缺 点 选择 合适 的 研究 方法 。 当 研究 
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表 2 缘 毛 类 纤毛 虫 部 分 属 的 特征 ITS1 序列 
Table 2 The characteristic ITS1 rDNA sequences of some genera in peritrichs 


属 Genus 





Epistylis 
Vorticella 
Opercularia 
Сағсһезішт. 


Zooithamnium CTAACGTACACG 


对 象 为 亲缘 关系 较 近 的 种 类 时 (如 属 内 和 种 内 )， 
我 们 可 以 选择 ITS1 序列 作为 分 子 标记 (Miao et al, 
2001b)， 也 可 考虑 用 RAPD 方法 。 因 为 ITS1 序列 
较 短 ， 相 对 于 SSrRNA 基因 序列 在 测序 分 析 等 方面 
经 济 快捷 ; 如 果 材 料 来 源 方 便 〈 如 可 以 培养 的 纤毛 
虫 种 类 ) ， 便 可 获得 大 量 DNA。 当 研究 对 象 亲缘 关 
系 较 远 ， 特 别 是 在 构建 高 分 类 阶 元 ( 亚 纲 和 纲 ) ІНІ 
的 系统 树 时 ， 以 SSrRNA 基因 序列 为 分 子 标记 就 更 
为 可 靠 。 据 此 ， 我 们 选择 SSrRNA 作为 研究 缘 毛 类 
纤毛 虫 在 纤毛 门 中 的 系统 发 育 地 位 和 各 科 属 种 系统 
发 育 关 系 的 分 子 标记 是 比较 合适 的 。 
32 缘 毛 类 纤毛 虫 系统 发 育 地 位 的 确立 

图 5 中 7 科 9 属 16 种 缘 毛 类 纤毛 虫 ( 含 Gen- 
Bank 中 的 3 Ж: Opisthonecta henneguyi. Vorticella 
convallaria 、 Vorticella microstoma ) AR &f Hh 5 Уу — x 
( 重 抽样 值 为 100% )， 同 时 膜 口 亚 网 、 咽 膜 亚 纲 和 
盾 纤 亚 纲 也 各 自 聚 为 独立 的 一 枝 〈 重 抽样 值 分 别 为 
100% 、100% 和 99% )， 四 者 共同 组 成 了 寡 膜 网 这 
一 枝 〈 重 抽样 值 为 100% )。 根 据 图 5 的 拓扑 结构 ， 
我 们 在 得 出 寒 膜 纲 及 其 4 个 亚 纲 均 为 单 系 的 结论 的 
同时 ， 有力 地 证 明了 缘 毛 类 纤毛 虫 作为 寡 膜 纲 的 一 
个 亚 岗 的 系统 发 育 地 位 的 合理 性 。 

TEXERE 44r, Bardele (1981) 对 纤毛 膜 (cil- 
iary membrane) 进行 分 析 后 认为 ， 缘 毛 亚 网 与 盾 纤 
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序列 Sequences (5737) 
AAGGAAACTTCTTIT 
ТАААТТСТТТТТТААТАТА АТТТТТСТТТАССААТАААСАААА 
ТСААТТСТАСТАТССАТСАТССАААСАТСАССС 
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亚 纲 间 亲 缘 关 系 近 ， 而 Greenwood et al (1991) 和 
Miao et al (2001a) 分 析 SSrRNA 基因 序列 得 出 缘 毛 
亚 纲 与 咽 膜 亚 纲 间 亲 缘 关 系 近 。 本 文 图 4 中 膜 口 亚 
纲 和 咽 膜 亚 纲 间 的 重 抽样 值 不 高 (60% )， 且 各 亚 
纲 间 的 遗传 距离 并 没有 规律 性 ， 因 而 各 亚 纲 间 的 系 
统 发 育 关 系 并 未 得 到 彻底 清理 。 另 外 ， 由 于 缘 毛 类 
纤毛 虫 种 类 的 增加 ， 图 4 Д E ЖАНЕ ЛЯ 
枝 的 基部 ， 而 是 处 于 赛 膜 网 枝 的 顶端 ， 此 结果 对 
Strüder-Kypke et al (2000) 和 Miao et al (2001Ь) 
ДЯ ЧУ АР ЕЛЕУ E B НО PR EE UU PER RES IJ 
纲 是 寡 膜 网 中 低 等 类 群 的 结论 提出 了 质疑 。 由 于 缘 
毛 类 纤毛 虫 有 性 生殖 方式 为 大 接合 体 (macroconju- 
gant) 和 小 接合 体 (microconjugant) 整体 融合 ， 而 
其 他 纤毛 虫 的 接合 体 并 没有 发 生 这 样 的 分 化 ， 从 生 
殖 进化 的 角度 看 ， 这 是 一 种 进化 的 表现 ， 因 此 该 类 
群 被 认为 是 一 类 较为 高 等 的 纤毛 虫 〈Finley， 
1952)。 本 文 的 结果 支持 这 一 推断 。 
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